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Die Erfindung betrifft embryonale (kardiomyozytare 
und kardiomyoblastare) Herzmuskelzellen. ihre Her- 
stellung und ihre Verwendung, insbesondere zur zell- 5 
vermittelten Gentransplantation. Anwendungsgebiete 
der Erfindung sind die Medizin und die Gentechnik. 

Es gibt bereits mehrere Arbeiten, die sich mit Herz- 
muskelzeilkulturen von Saugetieren beschaftigen. Die 
ersten Untersuchungen wurden mit Primarkulturen von 10 
embryonalem, neonatalem oder adultem Herzgewebe 
durchgefiihrt. Vorteilhafter ist die Verwendung von per- 
manenten Zellinien von kardiomyozytarem Gewebe. 
weil man damit groBere Mengen einer homogenen Zell- 
population auf einem definierten Entwicklungsstand zur 15 
Verfugung stellen kann. Deshalb hat es eine Reihe von 
Versuchen zur Immortalisierung von Herzmuskelzellen 
gegeben (u. a. A. Sen et al, J, Biol. Chem. 263/1988/, 
19132-19136). Alle bisherigen Zellinien haben jedoch 
den Nachteil, dafl sich bei einer Langzeitkultivierung 20 
funktionelle Defekte bemerkbar machen. 

Die Erfindung hat das Ziel, ausgehend von pluripo- 
tenten embryonalen Stammzellen (ESC) oder Pri- 
mordialen Keimzellen (EGQ Stewart et al. Dev. Biol. 
161/1994/. 626-628) nach deren Differenzierung in 25 
spontan Pulsierende Herzzellen embryonale kardio- 
myozytare bzw. kardiomyoblastare) Herzmuskelzellen 
zu gewinnen, welche weitgehend identische Eigenschaf- 
ten mit Herzmuskelgewebe besitzen. Diese Zelien sol- 
len fur einen therapeutischen Einsatz. ggf. nach zusatzli- 30 
cher gentechnischer Veranderung, geeignet sein. Der 
Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde. ein Vektorsy- 
stem zur Modifizierung der Stammzellen zu konstruie- 
ren und ein Selektionsverfahren fur die transfizierten 
Zellen zu entwickeln. 35 

Die Erfindung wird mit modifizierten embryonalen 
Stammzellen gemaB Anspruch 1 bis 4, den Vektorsyste- 
men gemaB Anspruch 5 und 6 und den Selektionsverfah- 
ren gemaB Anspruch 7 realisiert. Zum Schutzumfang 
der Erfindung gehdrt auch die Verwendung der modifi- 40 
zierten embryonalen Stammzellen gemaB Anspruch 8 
bis 10. 

Die erfindungsgemaBen Vektoren bestehen aus fol- 
genden Bestandteilen: 



Als Ausgangsmaterial konnen embryonale Stamm- 
zellen (ESC) Oder primordiale Keimzellen (EGC) unter- 
schiedlichster Herkunft. u. a. von Maus, Ratte, Schwein, 
Rind, Hund, Kaninchen, Hamster, einschlieBlich 
menschlicher Zellen, eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBen Vektoren und der Ablauf des 
Zellselektionsverfahrens sind in Abb. 1 dargesteilL 

Weiterer Gegenstand der Erfindung sind Zellen. die 
neben den genannten Vektoren a) und b) auch noch 
therapeutische Gene wie z. B. die Angiogenesefaktoren 
VEGF oder bFGF enthahen, welche durch viralen oder 
nichtviralen Gentransfer eingebracht wurden. Die so 
erhaltenen Zellinien konnen — mit oder ohne virale 
Sequenzen — zur zell vermittelten Gentransplantation, 
insbesondere zum Aufbau gesunden Gewebes und zur 
Unterstutzung kontraktiler Funktionen. verwendet 
werden. 

Eine weitere wichtige Verwendung der erfindungsge- 
maBen Zellinien besteht in der in-vitro-Testung von bio- 
logisch aktiven Substanzen, insbesondere zur Untersu- 
chung pharmakologisch relevanter Substanzen oder zur 
Feststellung toxischer Wirkungen exogener Wirkstoffe 
an Herzzellen in Kultur. Damit werden insbesondere in 
Screeningprogrammen Tierversuche eingespart und da- 
mit dringende Forderungen der Offentlichkeit nach Tie- 
rersatzmodeilen erfullt 

Die Zellinien konnen weiterhin als Vesikel fur einen 
lokalen Gentransfer in das Myokard dienen. Dazu wer- 
den die gewiinschten therapeutischen Gene durch ein 
virales, bevorzugt mit einem Adenovirus- oder einem 
Adenovirus-assoziierten- Virus-Shuttle- Vektor, oder ein 
nichtvirales Gentransferverfahren transfiziert. Bevor- 
zugt erfolgt die Verpackung der Gene mit dem AAV- 
Vektor pSub201. 

Durch die Erfindung wird erstmalig ermoglicht, Herz- 
muskelerkrankungen mit Hilfe des zellularen Gentrans- 
fers zu behandeln (Gentherapie). Das bedeutet einen 
erheblichen medizinischen Fortschritt, insbesondere 
konnen auch Erkrankungen wie ischamische und konge- 
nitale Kardiomyopathien kunftig mit groBeren Erfolgs- 
aussichten therapiert werden. 

Die Erfindung soli nachfoigend durch Ausfuhrungs- 
beispiele naher erlautert werden. 



a) der regulatorischen. 2.1 kb langen DNA-Se- 
quenz des ventrikelspezifischen Myosin-Leicht- 
Kette-2 (MLC-2v) als Promotor. dem selektionier- 
baren Markergen P-Galaktosidase und dem Repor- 
tergen Neomycin als Fusionsgen "Pgeo" und dem 
SV40-PolyA-Tail(pAA) und ggf, einer Position zur 
Aufnahme von immortalisierenden Genen. 

b) der regulatorischen DNA-Sequenz des Herpes- 
simplex- Virus Thymidinkinase-Promotors (HSV- 
Tk), dem selektionierbaren Markergen Hygromy- 
cin und dem SV40-PolyA-Tail (pAA). 

Mit diesen Vektoren werden pluripotente embryona- 
le Stammzellen in vitro transfiziert. Die erfolgreich 
transfizierten Zellen werden im ersten Schritt mit Hilfe 
von Hygromycin selektiert. Hygromycin-resistente Zel- 
len werden dann zu sog. Embryoidkorpern ("embryoid- 
bodies") differenziert. Danach erfolgt eine Selektion der 
Hygromycin-resistenten Embryoidkorper mit dem Zell- 
gift Geneticin (G418). Die erhaltenen Zellen werden 
weitergezuchtet und auf ihre Zusammensetzung (Gen- 
expression, Proteine). ihre Funktion und ihre kontrakti- 
len Eigenschaften untersucht. 



45 1. Klonierung der Vektoren zur Selektion embryonaler 
(kardiomyozytarer und kardiomyoblastarer) 
Herzmuskelzellen 

Zum Aufbau der Vektoren geht man von folgenden 

50 Elementen aus: 

2.1 kb MLC-2V Promotor (klonierbar mit Kpnl und Eco- 
RI), Fusionsgen Pgeo (klonierbar mit BamHI), 
SV40-PolyA (klonierbar mit Sad) und Tk-Hygromycin 
Fusionsgen im Blueskript KS-Vektor. Wie in Abb. 1 

55 dargestellt, werden aus diesen Elementen 2 Vektoren 
fur die Kotransfektion in pluripotente embryonale 
Stammzellen erstellt: 
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(A) 2,1 MLC-2v-Pgeo 

(B) Tk-Hygromycin. 

2. Kotransfektion der Vektoren in pluripotente 
Stammzellen (ES-Zellen) und Selektion mit Hygromycin 

B 

Als Pluripotente Stammzellinie kann jede ES-Zellinie 
verwendet werden, die in Kardiomyozyten differenziert 
(Wobus et al. Differentiation 48/1991/. 173-182), z. B. 
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die Linie D3 (Doetschmann et al, ]. EmbryoL Exp. Morp- 
hoi. 3/1985/, 27—45). Die D3-Zellen werden auf gelati- 
nierten Flatten mit standardisiertem Kulturmedium auf 
feeder-layer oder in Anwesenheit des rekombinanten 
"Leukemia-lnhibiting-Factor"(LIF) kultiviert Der LIF 5 
entspricht dem "Differentiation Inhibiting Factor", wel- 
cher die Differenzierung der ES-Zellen verhindert und 
die Zellteilung der piuripotenten ES-Zellen fordert Die 
in Abb. 1 dargesteilten DNA-Konstrukte werden durch 
Elektroporation in die ES-Zellen eingebracht. Hierfiir 10 
werden die Vektoren mittels Restriktionsverdau lineari- 
siert und in einer Konzentration von 25 |j.g/ml mittels 
Elektroporation transfiziert, Danach werden die Piuri- 
potenten ES-Zellinien im LIF/ES-Zellmedium expan- 
diert. In den undifferenzierten ES-Zellen ist nur der Thy- 15 
midinkinase-Promotor aktiv, was zu einer Expression 
des Hygromycin-Resistenzgens fiihrt Durch Zugabe 
von Hygromycin B werden die ES-Zellen auf den Ein- 
bau der Fremd-DNA hin selektioniert (Positiv-Selek- 
tion). 20 

3. Nachweis der Integration von MLC-2v-Pgeo in 

ES-Zellen und "embryoid-bodies" 

Zur Gewinnung von "embryoid bodies" wird das Dif- 25 
ferenzierungssystem des hangenden Tropfens benutzt. 
Hierbei wird eine Zellsuspension, die etwa 400—600 
ES-Zellen in 20 ^.1 enthalt, auf die Deckel von Petrischa- 
len pipeitiert, die mit einer physiologischen Pufferlo- 
sung gefiillt sind. Die Zellen sammein sich im Tropfen 30 
und biiden nach zwei- bis dreitagiger Inkubation "em- 
bryoid bodies". Nach 7 Tagen werden die "embryoid 
bodies" auf Mikrotestgewebekulturschalen ubertragen, 
wo sie auf dem Gelatine-beschichteten Substrat anhaf- 
ten. Wahrend der darauffolgenden Kultivierung wach- 35 
sen verschiedene Zelltypen, u. a. Herzmuskelzellen, aus 
(Abb, 2). Zwei bis zehn Tage nach Ausplattierung ent- 
halten etwa 80 bis 90% der ausgewachsenen "embryoid 
bodies" Koionien spontan und synchron kontrahieren- 
der Herzmuskelzellen (Wobus et al, 1991). In diesen 40 
embryonalen Herzmuskelzellen ist der MLC-2v Promo- 
tor aktiv. Bei erfolgreicher Transfektion und Integration 
des MLC-2v-pgeo Vektors in das Genom der ES-Zellen 
kommt es zur Expression des Fusionsgens p-Galaktosi- 
dase/Neomycin. Durch Blaufarbung im p-Galaktosida- 45 
se-Assay lassen sich die kardiomyozytaren Zellen, wel- 
che klonaien Ursprungs sind, identifizieren. 

4. Seiektion embryonaler kardiomyozytarer und 

kardioblastarer Zellen 50 

In einem zweiten Schritt werden die positiven ES- 
Zellklone, welche sowohl das Tk-Hygromycin als auch 
das MLC-2v-Pgeo Fusionsgen enthalten, erneut expan- 
diert und ein Teil unter den oben beschriebenen Bedin- 55 
gungen zur Differenzierung in "embryoid bodies" ge- 
bracht. Zum Zeitpunkt der kardiomyogenen Differen- 
zierung im Embryoidkorper wird das Zellgift Geneticin 
(G418) in einer FConzentrationen von 300 ng/ml zu den 
"embryoid bodies" gegeben. Damit werden die embryo- eo 
nalen (kardiomyozytaren bzw. kardiomyoblastaren) 
Herzmuskelzellen in einem fruhen Stadium selektiert. 

Die gewonnenen Zellen werden auf gewebespezifi- 
sche Genexpression, funktionelle Eigenschaften mit Hil- 
fe elektrophysiologischer Techniken und auf ihre kon- 65 
traktilen Eigenschaften untersucht, die Zusammenset- 
zung der kontraktilen Proteine wird mit entsprechen- 
den monoklonalen Antikorpern charakterisiert. Im Rah- 
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men einer Gentherapie konnen teilungsfahige schlagen- 
de Zellen anschiieBend auf adulte und neonatale kardio- 
myopathische mdx-Mause nach Thorakomie und direk- 
ter Injektion in das Myokard ubertragen werden, 

Patentanspruche 

1. Embryonale Herzmuskelzellen. enthaltend zwei 
Genkonstrukte aus zwei verschiedenen regulatori- 
schen DNA-Sequenzen und zwei verschiedenen se- 
lektionierbaren Markergenen. 

2. Embryonale Herzmuskelzellen gemaB Anspruch 
U enthaltend zwei Genkonstrukte aus 

a) regulatorischen 2,1 kb langer DNA-Se- 
quenz des Ventrikelspezifischen Myosin- 
Leicht-Kette-2 (MLC-2v) Promotors, dem se- 
lektionierbaren Markergen P-Galaktosidase 
und dem Reportergen Neomycin, 

b) reguiatorischer DNA-Sequenz des Herpes- 
simplex- Virus-Thymidinkinase-Promotors und 
dem seiektionierbaren Markergen Hygromy- 
cin. 

3. Embryonale Herzmuskelzellen gemaB Anspruch 
1 und 2, enthaltend zusatzlich immortalisierende 
Gene und/oder durch homologe Rekombination 
inaktivierte Gene und/oder ein oder mehrere the- 
rapeutische Gene. 

4. Embryonale Herzmuskelzellen gemaB Anspruch 
1 bis 3, enthaltend zusatzlich Sequenzen des Ade- 
novirus (Ad) oder des Adenoassoziierten * Virus 

. (AAV). 

5. Embryonale Herzmuskelzellen gemaB Anspruch 
1 bis 4, enthaltend zusatzlich einen Angiogenesef- 
aktor, bevorzugt "vascular endothelial growth fac- 
torll, VEGF, Oder "basic fibroblast growth factor", 
bFGkF, unter der Kontrolle eines in diesen Zellen 
aktiven Promoters als therapeutisches Gen. 

6. Vektor, bestehend aus MLC-2k Promoter, selek- 
tionierbarem Markergen p-Galactosidase und dem 
Reportergen Neomycin als Fusionsgen "Pgeo", 
SV40-Poly A-Tail und ggf. einer Position zur Auf- 
nahme von immortalisierenden Genen. 

7. Vektor, bestehend aus reguiatorischer DNA-Se- 
quenz des Herpessimplex-Virus-Thimidinkinase- 
Promotors und dem seiektionierbaren Markergen 
Hygromycin. 

8. Verfahren zur Herstellung von Zellen nach An- 
spruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB em- 
bryonale Stammzelien (ESC) oder primordiale 
Keimzellen (EGC) mit den Vektoren nach An- 
spruch 6 und 7 kotransfiziert werden, die Seiektion 
der embryonalen Stammzelien mit dem Zellgift Hy- 
gromycin erfolgt, nach Induktion der in vitro Kar- 
diogenese anschiieBend die Seiektion der embryo- 
nalen Herzzellen mit dem Zellgift Geneticin (G418) 
erfolgt, die erhaltenen Zellen ggf. mit den ge- 
wunschten therapeutischen Genen durch ein vira- 
les, bevorzugt mit einem Adenovirus- oder einem 
Adenovirus-assoziierten-Virus-Shuttle- Vektor, 
oder ein nichtvirales Gen-transferverfahren trans- 
fiziert werden. 

9. Verwendung der embryonalen Herzmuskelzellen 
nach Anspruch 1 bis 4 zur zellvermittelten Gen- 
transplantation, insbesondere zum Aufbau gesun- 
den Gewebes und zur Unterstutzung kontraktiler 
Funktionen, 

10. Verwendung der embryonalen Herzmuskelzel- 
len nach Anspruch 1 bis 4 zur Untersuchung von 
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Substanzen. insbesondere fur pharmakotoxikologi- 
sche Untersuchungen. 

11. Verwendung der embryonalen Herzmuskelzel- 
len nach Anspruch 1 bis 5 fur den Transfer thera- 
peutischer Gene in das Myokard. 
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Embryonale Stammzellen kultiviert auf "feeder layer" 



1 



Kultivierung von 400 oder 600 Zellen/20^il Medium 

in hangenden Tropfen 
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Inkubation fiir 2 Tage 



Umsetzen der "embryoid bodies" und 
Kultivierung m Suspension 



Inkubation fiir 5 Tage 

i 

Ausplattieren von "embryoid bodies" 
auf 24 -well Gewebe-Kulturplatten 



Inkubation bis zu 20 Tagen 

i 

1 .PGR Analyse 
2.Enzymatische Dissoziation 
aer Cardiomyocyten 
3 .Immunfluoreszens 
4. "Patch-clamp"- Versuche 
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